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PYK 10 в проростках Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Представлено членом-кореспондентом НАН України Є.Л. Кордюм
Вперше досліджено експресію гена β-глюкозидази PYK 10 в проростках A. thaliana під дією Х-опромінення в 
дозах 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 та 12 Гр. Встановлено, що за умов Х-опромінення збільшення кількості ЕР-тілець 
та підвищення активності β-глюкозидази відбувається за рахунок високої експресії гена PYK 10. Вперше 
показано роль ЕР-тілець, які містять β-глюкозидазу (PYK 10), в адаптації проростків A. thaliana на дію 
Х-опро мінення. Підвищення експресії гена PYK 10 за цих умов є частиною внутрішньої програми захисту на 
вплив зовнішніх чинників.
Ключові слова: ген PYK 10, β-глюкозидаза, ЕР-тільця, Х-опромінення, Arabidopsis thaliana.
На сьогодні поглиблюються дослідження щодо механізмів адаптації рослин до мікрогра-
вітації та іонізуючої радіації, оскільки рослини є головним компонентом автотрофної лан-
ки біорегенеративних систем життєзабезпечення космонавтів [1]. Згідно з даними НАСА 
(США) на орбітальній станції в межах кабіни космічного корабля дози іонізуючої радіації, 
які впливають на живі організми, коливаються в діапазоні від 5 до 12 мкГр/год [2]. Серед 
видів рослин, які використовувалися в космічних і наземних експериментах, найбільш стій-
кими до радіаційного випромінювання вважаються представники родини Brassicaceae, для 
яких описані ЕР-тільця (рис. 1), що є похідними гранулярного ендоплазматичного ретику-
лума (ЕР).
ЕР-тільця в клітинах Arabidopsis thaliana [3] вибірково накопичують фермент β-глю ко-
зидазу (глюкозидглюкогідролазу, КФ 3.2.1.21 (PYK10)) [4] із сигналом утримання в ком-
партментах ЕР [5]. У попередніх дослідженнях нами встановлено, що ЕР-тільця є чутливи-
ми до кліностатування (симульованої мікрогравітації) та дії Х-опромінення, оскільки від-
бувалося збільшення кількості та площі ЕР-тілець на зрізах статоцитів і клітин дистальної 
зони розтягу (ДЗР) кореневих апексів A. thaliana у середньому в два рази відносно контро-
лю [6, 7]. Також нами виявлено збільшення активності β-глюкозидази під дією Х-опро мі-
нен ня порівняно з контролем [8]. Підвищення або зниження рівня експресії під впливом 
чинників космічного польоту відомо для великого числа генів, залучених у широке коло 
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клітинних процесів, у тому числі Са2+ і ліпід-сиг на лінг, 
біосинтез клітинної оболонки, загальний метаболізм, 
насамперед вуглеводний і ліпідний, реакції на стрес, 
синтез білків [9, 10]. Основними моделями у цих ек-
спериментах слугували проростки А. thaliana. У на-
ших дослідженнях з моделювання мікрогравітації встановлено, що за умов кліностатування 
у проростках А. thaliana відбувається значне підвищення відносної експресії гена PYK 10 
порівняно зі стаціонарними умовами росту [11]. Вивчення впливу Х-опромінення на екс-
пресію гена β-глюкозидази PYK 10 у проростках A. thaliana доповнить розуміння ролі 
ЕР-тілець в адаптації рослин до зовнішніх чинників.
Для досліджень використовували проростки Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., екотип 
Columbia (Cоl−0), вирощені з попередньо стерилізованого та стратифікованого насіння, яке 
висівали на живильне середовище Мурасіге та Скуга у чашки Петрі діаметром 120 мм по 
100—120 насінин у кожну. Проростки росли за умов освітлення 93 мкмоль·м−2·с−1 із фото-
періодом 16/8 год (світло/темрява) при температурі 22—24 °С та вологості 67 ± 1 % про-
тягом 3 та 13 діб з моменту проростання насіння. 3-добові проростки, що росли в окремих 
чашках Петрі, опромінювали рентгенівськими променями на приладі РУМ-17 (Росія) (по-
тужність дози 0,43 сГр/с) у дозах 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 та 12 Гр. У експерименті брали проростки 
через 2 год та 10 діб після Х-опромінення. Контролем слугували 3- та 13-добові проростки, 
які не були опромінені.
Для виділення РНК брали по 100 мг проростків відразу після закінчення експериментів. 
Операцію проводили з використанням набору реактивів TRI-REAGENT (“Sigma”, Німеччи-
на) за інструкцією, наданою виробником реактивів. Для контролю якості РНК відразу після 
її виділення проводили електрофорез в 1%-му агарозному гелі в трис-ацетатному буфері 
(ТАЕ). Перед синтезом кДНК для видалення слідів геномної ДНК виділену РНК обробляли 
ДНКазою І (“Fermentas”, Литва). кДНК отримували з РНК за допомогою реакції зворотної 
транскрипції з використанням набору реактивів “Fermentas” зі зворотною транскриптазою 
M-MLV (“Fermentas”, Литва) за інструкцією, наданою виробником реактивів, на приладі 
“Терцик” (“ДНК-Технология”, Росія). ПЛР у реальному часі проводили з використанням 
набору реактивів “Maxima Sybr Green Real Time” (“Fermentas”, Литва) за інструкцією, нада-
ною виробником реактивів, на приладі “Real-Time PCR IQ-Cycler” (“BioRad”, США). Для 
визначення відносної експресії гена β-глюкозидази A. thaliana PYK 10 (At3g09260) вибрано 
праймери з бази даних NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov):
прямий: 5′-AGGATTGTGAAGGATTTCCGAGA-3′;
зворотний: 5′-AGAAGAGCAACGACCAGGTG-3′. 
Кінцева концентрація праймерів у готовому розчині становила 5 пМ; реакційний 
об’єм — 20 мкл. Інтенсивність флуоресценції вимірювали при температурі 77–79 °С, кри-
ву плавлення — у діапазоні 60—94 °С з інтервалом 0,5 °С. Час вимірювання становив 10 с. 
Рис. 1. Фрагмент клітини дистальної зони розтягу кореневого 
апекса A. thaliana. Стрілками вказані ЕР-тільця (трансмісійна 
електронна мікроскопія). Масштаб — 200 нм
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Одержані результати аналізували за допомогою програмного забезпечення приладу. Рівень 
відносної експресії гена PYK 10 виражали в умовних одиницях (у. о.).
Усі дослідження проводили не менше ніж у трьох біологічних та трьох аналітичних по-
вторах. Статистичну обробку даних здійснювали за критерієм Стьюдента (T-test) (р  5 %) 
та з використанням дисперсійного аналізу (ANOVA). Побудову діаграми виконано в про-
грамі Excel пакета Microsoft Office 2010.
Отримані результати ПЛР у реальному часі показали значне зростання щодо контролю 
відносної експресії гена PYK 10 у 3-добових проростках через 2 год після дії кожної дози 
Х-опромінення (рис. 2). Найбільші значення відносної експресії гена PYK 10 спостерігали за 
умов впливу Х-опромінення в дозах 0,5 та 8 Гр, яка була вищою порівняно з контролем у 5,4 
та 5,5 раза відповідно. Х-опромінення у дозах 2 та 12 Гр спричиняло підвищення відносної 
експресії гена PYK 10 у 4,7 раза, 1 та 6 Гр — у 4,6 раза, 10 Гр — у 4,5 раза, 4 Гр — у 4,4 раза 
щодо контролю.
Через 10 діб після Х-опромінення у 13-добових проростках також встановлено значне 
зростання відносної експресії гена PYK 10 під дією кожної дози порівняно з контролем (див. 
рис. 2). Найбільші значення відносної експресії гена PYK 10 також відмічали у разі дії доз 
0,5 та 8 Гр, яка була вищою від контролю у 6,6 та 6,2 раза відповідно. Х-опромінення в дозі 
12 Гр спричиняло зростання відносної експресії гена PYK 10 у 5,3 раза, 10 Гр — у 4,9 раза, 
1 Гр — у 4,5 раза, 2 та 4 Гр — у 4,2 раза, 6 Гр — у 4,1 раза порівняно з контролем.
Варто відзначити, що відносна експресія гена PYK 10 через 2 год після Х-опромінення 
була значно вищою за таку через 10 діб після Х-опромінення (див. рис. 2), а саме: у разі 
Рис. 2. Відносна експресія гена β-глюкозидази PYK 10 в контролі, через 2 год та через 10 діб після Х-оп ро-
мі нення 3-добових проростків A. thaliana в різних дозах. 1 — 3-добові проростки; 2 — 13-добові проростки, 
3 — стандартне відхилення
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опромінення в 0,5 Гр — на 69,8 %; 1 Гр — на 109,1 %; 2  Гр — на 128 %; 4 Гр — на 116,1 %; 6 Гр — 
на 125,6 %; 8 Гр — на 84,1 %;10 Гр — на 85,2 %; 12 Гр — на 82,9 %.
Вперше отримані нами результати щодо підвищення відносної експресії гена β-глю ко-
зи да зи PYK 10 у проростках A. thaliana за умов Х-опромінення в дозах 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 
та 12 Гр по відношенню до контролю узгоджуються з результатами, отриманими під час 
дослідження ультраструктури ЕР-тілець, головним компонентом яких є β-глюкозидаза. 
Виявлено, що їхня кількість та площа на зрізах статоцитів і клітин ДЗР кореневих апексів A. 
thaliana також збільшувалася після Х-опромінення порівняно з контролем більш ніж удвічі 
[7]. Також ці результати узгоджуються з даними визначення активності β-глюкозидази через 
2 год та 10 діб після Х-опромінення в дозах від 0,5 до 12 Гр [8]. Таким чином, результати ПЛР 
у реальному часі засвідчили, що за умов Х-опромінення збільшення кількості ЕР-тілець та 
підвищення активності β-глюкозидази відбувається за рахунок високої експресії гена PYK 10. 
Також нами встановлено, що як експресія гена PYK 10, так і активність β-глюкозидази через 
10 діб після Х-опромінення були меншими порівняно з такими через 2 год після Х-опро мі-
нен ня. Цей факт може свідчити про те, що за період 10 діб захисні реакції клітин A. thaliana 
на дію іонізуючої радіації набувають адаптивного характеру, ключову роль в яких виконує 
β-глюкозидаза. Результати багатьох експериментів інших дослідників також показали, що 
під дією на проростки A. thaliana зовнішніх чинників, таких як механічне пошкодження 
поверхневих тканин рослини [12, 13], дія гормонів [12, 14], колонізація коренів рослини 
ендофітними грибами [15], зростала експресія гена β-глюкозидази PYK 10 порівняно з 
контролем. Отримані нами результати повною мірою підтверджують літературні відомості 
щодо накопичення мРНК β-глюкозидази (PYK 10) в проростках A. thaliana під дією 
зовнішніх чинників.
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ВЛИЯНИЕ Х-ОБЛУЧЕНИЯ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНА β-ГЛЮКОЗИДАЗЫ 
PYK 10 В ПРОРОСТКАХ ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH.
Впервые исследована экспрессия гена β-глюкозидазы PYK 10 в проростках A. thaliana при действии Х-об-
лу че ния в дозах 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 и 12 Гр. Установлено, что при Х-облучении увеличение количества ЭР-
те лец и повышение активности β-глюкозидазы происходит за счет высокой экспрессии гена PYK 10. Впер-
вые показана роль ЭР-телец, которые содержат β-глюкозидазу (PYK 10), в адаптации проростков A. thali-
ana на действие Х-облучения. Повышение экспрессии гена PYK 10 при этих условиях является частью 
внутренней программы защиты на воздействие внешних факторов.
Ключевые слова: ген PYK 10, β-глюкозидаза, ЭР-тельца, Х-облучение, Arabidopsis thaliana.
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THE EFFECT OF X-IRRADIATION ON β-GLUCOSIDASE PYK 10 GENE 
EXPRESSION IN ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. SEEDLINGS
We have firstly investigated the expression of β-glucosidase PYK 10 gene in A. thaliana seedlings under Х-radiation 
doses of 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, and 12 Gy. An increase in the number of ER-bodies and the β-glucosidase activity 
correlates with the enhancement of the PYK 10 expression. The increased PYK 10 expression in A. thaliana seed-
lings under X-radiation is a part of the internal program of plant protection against the action of environmental 
factors. ER-bodies containing β-glucosidase may be one of the main components of a plant protection system 
from the influence of X-radiation.
Keywords: gene PYK 10, β-glucosidase, ER-bodies, Х-radiation, Arabidopsis thaliana.
